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ABSTRACT - In this work it is repoted the presence of anticoagulant substances on algae, acting as
inkibitors of the conversion of fibrinogen to fibrin. 34 aqueous mexican marine algal extracts have
been screened by standard clotting tests (thrombin and prothrombin times) comparing the results
with the effect produced by heparin. It was used normal human plasma obtained by direct venous
puncture using tri-sodium-citrate m anticoagulant. In the thrombin time test, the species that prove o
bave the same anticoagulant effect of heparin were: Halimeda discoidea, Codium giraffa
(Chiorophyta) asd Sargassum hisirix (Phacophyta), in the prothrombin time test only Halimeda
discoidea showed anticoagulant activity. in general, the algal species tested showed less anticoagu-
lant power than the reference anticoagulant.

RESUMEN - En este trabajo se reporta Ia presencia de substancias anticoagulantes que interfieren en
Ia conversién de fibrinogeno & fibrina. Se probaron 34 extractos acuosos de macroalgas marinas
utilizando pruebas estandarizadas de coagulacin de plastma humano (tiermpo de trombina y tiempo
de protrombina), comparando los resultados contra un testigo de heparina. Se tiliz6 plama humano
nomal obtenido por puncién venosa y ¢ usd ciwato de sodio como anticoagulante. En ¢l tiempo de
trombina, las especies que tuvieron el mismo efecto anticoagulante que 1a heparina fueron: Halimeda
discoidea, Codium giraffa (Chlorophyta), Sargassum kistrix (Phasaphyta) y para la prueba de tiempo
de protrombina sélo Halimeda discoidea mostr actividad anticoagulante. En general, las especies
probadas mostraron menor poder anticoagulante que la heparina
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INTRODUCCION

La coagulacién de la sangre humana constituye en el hombre la defensa he-
mostatica mds importante en la regulacién del equilibrio corporal. Este tejido vital es
conservado utili €l anti heparina, i ido altamente sulfatado
que puede ser encontrado en muchos tejidos animales.
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Las macroalgas marinas poseen polisacéridos sulfatados en diferentes pro-

porciones, siendo los que se en las espe-
cies de la Divisién Chlorophyta, donde los principaics grupos que aparecen son gluco-

En la
Divisién phyta se mejor idos como agar, compues-
tos bisis de los 6 D y/o L-galactosa y acido D- ico. En el

agar se presentan cantidades variables de ésteres sulfato y los carragenanos estdn com-
pues(os mayormente por umdadas de D-galactosa altamente sulfatada (20 a 25 %). Los

son dos polisacd presentes en los de la Di
sién Phacophyta, estos fucoidanos se integran por compuestos como el ascophyllano,
sargasano y glucuronoxylofucano (Percival, 1979).

e han i i de los fucoi presentes en
algas de la Division P parti en Fucus Linnacus
(Springer et al., 1957) y it a8 (Nishino et al, 1991), asi conio en
los derivados sulfatados de la laminarina (Hawkins & O'Neill, 1955). En la Divisién
Riodophyta se ha descrito este tipo de actividad en los carragenanos de Chondrus
erispus Stackhouse, Eucheuma spinosum (Linnacus) J. Agarch, Iridea laminarioides
Bory (Elsner ef al., 1937), Polyides rotundus (Hudson) Greville (Anderson & Duncan,
1965) y Corallina rubens (Guvcn et aI 1973 y ]974)

La actividad fibri ha sido i
por Vargaftig (1979), Kidness et aI (1979), Daacon Smnh et al. (1985) y Gilven ef al.
(1991).

Nishino et al. (1991) aislaron, purificaron y caracterizaron fucoidanos sulfa-
tados en dife i C-1'y CII) del alga café Ecklonia
kurome; que mostraron actividad anticoagulante en un 85 % en comparacion con la
heparina.

La relativamente pobre mformacxén sobre las propiedades anticoagulantes de
las la diversa ién de los asi como la diferente
proporci6n de los grupos sulfatados presentes en aigunas de ellas, las hace un candidato
idéneo para examinar la presencia de sustancias que interfieren con el mecanismo de
activacién de la protrombina y la accién de la trombina, implicadas en la conversién de
fibrinégeno a fibrina en el proceso de coagulacion humana,

MATERIAL Y METODO

El materia} algal fue colectado en la zona intermareal de las localidades que
se muestran en las Tablas I, 1T y 111, cuidando de reducir at minimo la presencia de or-
ganismos epifitos, utilizando bolsas de pldstico para separar las algas por especie y
transportdndolas congeladas en hielo seco al io. El material fue

femperatura ambiente, limpiada con agua destilada y liberado manualmente de eplﬁtas.
Los extractos se preparon con 10 g de material algal que se maceraron en un mortero
con 10 ml de solucion salina isotonico (NaCl 0.9 g/H,0 100 ml) pH 7.2, el homogenado
se pasé por tres capas de muselina para retener las particulas grandes y posteriormente

Source - MNHN, Paris



PROPIEDADES ANTICOAGULANTES DE HALIMEDA DISCOIDEA 201

se filtré en un equipo Milli ilizando filtros de ni de 22 pm. Ei ex-
tracta asi obtenido fue congelado a - 20° C hasta ser usado (Deacon-Smith et al., 1985).

Tabla I - Actividad anticoagulante de exiractos de macroalgas marinas mexicanas de la Division
Chlorophyta. Los numeros cotresponden a los estados de: (1) Oaxaca, (2) Quintana Roo, (3) Guer-
rer0 y {4) Tamaulipas.

Tiempo de Tiempo de

Especies Localidades Trombina Prototrombina
min. min.
Chaetomorpha antennina Cacalotepec (1) i3 13
Zipolite (1) 12 14
Codium girafia Zicatcla (1) >10 10
Codium Pro. Morelos (2) 60 29
Enteromorpha intestinalis Acapuleo (3) il 14
Cacalotepee (1) L1 13
Zicatela (1) 13 13
Zipotite (1) 12 14
Halimeda discoidea Zipolite (1) >10 >10
Halimeda opuntia Pto. Morelos (2) 12 16
Halimeda tuna Pro. Morelos (2) 32 24
Udotea flabellum Pto. Morelos (2) 67 28
Ulva fasciata P1o Morelos (2) 10 11
Ulva lactuca Carrizalillo (1) 25 12
Punta Arenia (1) 13 5
Heparina >10 >10

Se recogié sangre humana por puncién venosa usando una jeringa de poli-
propileno y citrato de sodio al 3.2 % como a.nucoagulame (9 partes de sangre por una
parte de anti Se las muestras i a 1500-2000
rpm durante 15 minutos. El plasma de 10 donadores se combind y se congel6 hasta s
utilizacién.

Se realizaron prucbas estadarizadas de coagulacién de plasma en tubo de en-
saye. El tiempo de trombina (Pitney & Dacie, 1953) se midi$ afiadiendo 0.2 m! de cada
una de las siguientes soluciones y en el orden que se presenta: plasma, extracto algal,
wombina (4 U. L ml ") y cloruro de calcio; se agité suavemente y se incub6 durante 60
segundos a 36° C, tomando el tiempo que tard6 en formarse en codgulo. Para el tiempo
de protrombina (chk 1945) se sustity6 12 trombina por tromboplastina. Las pruebas
se realizaron por duplicad: los de las dos pruebas (cuando la
discrepancia entre los resultados fue mayor al 5 %, se repiti la prueba). Como testigo
se wiilizé solucién salina en lugar del extracto algal (Deacon-Smith er al.. 1985) y se
comparé la actividad anticoagulante contra 0.2 ml de heparina (6.6 pg.ml' = 4 UL
ml™)
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RESULTADOS
Se i 44 ensayos i a las sigui 34 especies de
marinas: CJ ina (Bory) Kiitzing, Codium giraffa Sitva,
C. i ladum Vickers, i inalis (Linnaeus) Link, Halimeda dis-

coidea Decaisne, H. opuntic (Lmnaeus) Lamouroux, H. tuna (Ellis et Solander) La-
mouroux, Udotea flabellum (Ellis et Solander) Lamouroux, Ulva fasciata Delile, Ulva
lactuca Linnacus, Chnoospora minima (Hering) Papenfuss, Dictyota bartairesiana
Lamouroux, D. cervicornis Kiitzing, Padina durvillaei Bory, P. gymnospora (Kiitzing)
Sonder, Sargassum filipendula C. Agardb, S. fluitans Boxgesen, 5. hystrix 3. Agardh, S.

liebmanii J. Agardh, S. pi S. pi Grunow,
zonale (Lamouroux) Papenfuss Turbinaria mm:mm Ba.non, T. turbinata (Linnaeus)
O. Kuntze, Amphiroa b isif Lamouroux, A, ilissima (Linnaeus} L ux, A.

mexicana W.R. Taylor, Galaxaura oblongata (Ellis et Solander) Lamouroux, Gracila-
riopsis lemaneiformis (Bory de St Vincent) Dawson et Foldvick, Hypnea musciformis
(Wulfen in Jacquin) Lamouroux, H. spinella (C. Agardh) Kiitzing y Laurencia poiteau
(Lamouroux) Howe.

Tabla Il - Actividad anticoagulante de extractos de macroalgas marinas mexicanas de la Division
Phaeophyta. Los nimeros corresponden a los estados de: (1) Oaxaca, (2) Quintana Roo, (3) Guerrero
¥ (4) Tamaulipas

Tiempo de Tiempo de

Especies Localldades Trombina Prototrombina
min nin
Chroospora minima; Cacalotepec (1) 25 2.5
Zicatela (1) 12 19
Dictyota i Fro. Morelos (2) 24 10
Dictyota cervicomnis Pto Morelos (2) 10 11
Padina durvillael Acapulco (3) 11 13
Zicatela (1) L1 L1
Padina gymnospora Acapulco (3) 23 10
Zicatels (1) 21 13
Sargassum filipendula La Pesca (4) 13 13
Sargassum fluitans. Pro. Morelos (2) 11 2
Sargasum hysirix Pio Morelos (2) >10 14
Sargassum liebmanii Cacalotepee (1) 24 10
Tangolunda (1) 23 1.1
Sargassur i Pto Morelos (2) 10 13
Sargassunt Pro. Morelos (2) 10 14
zonale Pio Morelos (2) 12 12
Turbinarig tricostaia Pto. Morelos (2) 13 10
Turbinaria turbinata Pto Morelos (2) 12 11
Heparina >10 >10
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Para la prueba de tiempo de wombina, las especies que presentaron un efecto
anticoagulante igual al de la heparina fueron Codium giraffa, Halimeda discoidea
)y hystrix (F phyta). El resto de los extractos probados

permitieron la coagulacién del plasma antes de los diez minutos, destacdndose Udatea
flabellun (Chlorophyta) que impidi6 la coagulacion hasia 6.7 minutos y Codium
dum (Ct ) que retardd la i6n hasta Jos 6.0 minutos (Tablas I,

1y 1),
En ¢l tiempo de protrombina sélo fue afectada la coagulacién del plasma por
el extracto acuoso de Halimeda discoidea en igual proporci6n que la heparina,

Tabla Il - Actividad anticoagulante de extractos de macroalgas marinas mexicanas de I Division
Rhodophyta, Los nimeros corresponden a los estados de: (1) Oaxaca, (2) Quintana Roo, (3) Guer-
teroy (4) Tamautipas.

“Tiempo de Tiempo de

Especies Localidades Trombina | Prototrombina
min min.
Amphiroa beauvaisii Cacalotepec (1) 11 13
Zicatela (1) 22 12
Amphiroa i Pto Morelos (2) 13 i3
Amphiroa mexicana Tangolunda (1) 11 14
Galaxaura oblongata Pro. Morelos (2) 10 10
i Pto. Morelos (2) 33 13
Hypnea musci LaPesca (4) 16 10
Hypnea spinella La Pesca (4) 16 16
Laurencia poiteaui Pro. Morelos (2) 10 e
Heparina >10 > 10

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Debido a la accién de la trombina activada (enzima proteolitica) sobre la
molécula de fibrindgeno, se escinden péptidos (fibrinopéptidos), separdndose de la
molécula. Estos monémeros s polimerizan después para formar la fibrina (Davie &
Ratnoff, 1964). Al parecer, en los exwractos que tuvieron actividad anticoagulante,
alguna sustancia, probablemente un polisacérido sulfatado, interfiere con ¢l proceso de
coagulaci6n en alguna de las siguientes formas:

1. Impide la conversién de protrombina mm trombina, ya sea por no permitir el
desdoblamiento de la protrombina para que sea activada (Seegers, 1962), o bien, por
interactuar con alguno de los factores indispensables para este proceso.

2. Impide la accion de la wombina sobre ¢l fibrindgeno, posiblemente inhi-
biendo su accién proteolitica (Laki, 1965).

3. Bl extracto de Halimeda discoidea afects el tiempo de trombina y pro-
wombina, lo cual sugiere la presencia de una molécula con capacidad de intervenir m la
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inhibicién de la coagulacién a nivel del proceso de reacciones en cascada (Davie &
Ratnoff, 1964).

§i bien, el mérodo de extraccidn no fue el 1déneo para obtener un concentrado
en polisacaridos sulfatados como el utilizado en la extraccidn de fucanos de algas cafés
por Nishino ef al. (1989) y carragenanos de aigas rojas usado por Hawkins et al. (1962)
(extraccién mm caliente y precipitacién con etanol), el método empleado, modificado de
Deacon-Smith er al. (1985), nos permili6 obtener un extracto con una gama de poli-
sacdridos que intervinieron en Ia inhibicién del proceso de i6n del plasma y
ademds permitié obtener alguna sustancia presente en los extractos de algas de la
Divisién Chlorophyta, caso particular de Halimeda discoidea, capaces de ejercer un
doble efecto a nivel de los tiempos de trombina y protrombina.

Los extractos probados interfirieron con la coagulacién del plasma humano

en la de fibring a fibrina por accién de la trombina.
Destaca la acci6n anticoagulante de los extractos de las especies de Chiorophyra, antes
no reportados con esta propiedad, asf como, la doble accién del extracto de Halimeda
discoidea.

Se reguiere una investigacion més profunda sobre los efectos anticoagulantes
de estas algas, sobre todo en el caso de Halimeda discoidea, ademas de la identificacién
de los compuestos, debido a que no pueden ser excluidas otras sustancias como las
responsables del efecto anticoagulante.
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